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μhぴodロc〃'oη1
Antibodiesareproteinsgeneratedtobindwithhighdegreeofselectivityandaffinityfortheirligandsknownas
antigens.Productionofmonoclonalantibodies(mAbs)wasabreakthroughinthegenerationofspecificantibody
againstawidevarietyofantigenandprovidedsignificantadvancesinthefieldofImmunology.
DevelopmentofmAbsagainstlowmolecularweighthaptenshasagreatinterestbecauseitallowsasimpleand
specificmeasurementofthesecompoundsbyimmunoassayinthediagnosticfield.
ThephagedisplaytechnologyisabreakthroughtechnologyintheproductionofmAbsafterhybridomatechnology
andpresentstheadvantagethatantibodygenescouldbemanipulated.Initially,immunoglobulingenesfroman
immunizedoranon-immunizeddonorwereamplifiedbyPCRwithspecificprimers.Thentheantibodyfragment
libraryisconstructedonanappropriatevectorandtheantibodyfragmentisdisplayedonthesurfaceofthe
bacteriophagefortheselectionandenrichmentofthelibrarywithfunctionalclones.Thistechnologyhasbeen
showntoisolateantibodyfragmentforanytargetmolecule.However,theproductionofspecificantibodyfragments
againstlowmolecularweightcompoundswiththistechnologyhasshownsomeproblemscomparedtoantibody
fragmentsagainsthighmolecularweightcompoundssuchasproteins.Itcouldbecitedthedifficultyofpreparation
ofalargeantibodyfragmentlibraryandisolationofhighaffinityantibodyfragments,andtheoccurrenceof
recombination/deletionofantibodyfragmentgeneafterseveralroundsofantibodyfragmentselection.Someefforts
fortheseproblemshavebeenreportedbutfurthereffortsshouldbedevelopedtoincreasetheefficiencyofthis
technology.
Astrategywaselaboratedfortheproductionandtherecoveryofhighaffinityanti-haptenantibodyfragments,and
theschemeisshownintheFig.1.Somemodificationswereintroducedtooptimizetheyield.Onemodificationwas
thedesignofnewprimerswiththeintroductionofadditionalrestrictionenzymerarelyfoundinthelightchain(LC)
orheavychain(HC)immunoglobulingenesthatallowthediscriminationofvectorcontainingimmunoglobulingene
bysingledigestionfollowedbytheconcentrationofthesevectorsbythegel-purificationmethod.Theother
modificationwasontheprocesscalledpanningcorrespondingtotheaffinityselectionofthephagedisplaying
antibodyfragment.TheMACS(magneticcellsorting)一panningsystemwasintroducedforthisgoal.Biotinylated
antigenislabeledwithstreptavidinmicrobeadsandcoatedonthecolumnunderamagneticfield.Thephage
displayingantibodyfragmentbindstotheantigenandtheelutionoccurswhenthecolumnisremovedfromthe
magneticfield.
Thetargetmodel-compoundchoseninthisstudywasaprostanoid,11-dehydro-thromboxaneB2(11D-TX),
becauseithasvariousderivativesandeachonehasaspecializedphysiologicalactivity.Developmentofspecific
anti-haptenantibodyfragmentsagainstl1D-TXservesasparameterfortheproductionofotheranti-hapten
antibodies.
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Figure1二Flowlchartshowingthestrategyfortheproductionofanti-habtenantibodybythepha
displaytechnology.(Ag:antigen;Ab:antibody)
匹Me躍 ・1・9)ワ
TheFabfragmentlibrarywasconstructedonapComb3phage-displayvectorDNAfromrepertoriesofLCandHC
derivedfromthetotalRNAofspleencellsfrommiceimmunizedwithl1D-TX-KLH(11D-TXconjugated-keyhole
limpethaemocyanin).Primersweredesignedfortheamplificationofimmunoglobulingenesandrestrictionenzyme
site(Sacllfory,andMlulforkchain)wasaddedtoreverseprimerstomonitorthelibraryconstruction.The
choiceofrestrictionenzymeswasbasedonthesearchofGenebankdatabase,andrestrictionenzymesrarelypresent
intheimmunoglobulingenesequencewereselected.TheFabfragmentlibrarywasconstructedandthentheMACS-
panningsystemwasintroducedtoselectanti-l!D-TXbecausethestandardmethodusingmicrotiterplatepanning
hasfailed.Biotinylationofl1D-TX-BSA(11D-TXconjugated-bovineserumalbumin)wasperformedthroughfree
thiolgroupsonBSAusing1-biotinamido-4一[4'一(maleimidomethyl)cyclohexanecarboxamido]butane(Biotin-
BMCC).BSAwaschosenforbiotinylationbecauseshowsonefreethiolgroup(Cys34)atoutsidepositionamong35
CyspresentinthemoleculeofBSA.AnotherreasonisthatotherfunctionalgroupsofBSAconjugatearepoorly
availableforbiotinylation.Specificantibodyfragmentsforanti-llD-TXwereobtainedwiththeMACS-panning
systemagainstbiotinylatedl1D-TX-BSA.Fromthefourthandfifthpanninground,24individualphagecloneswere
chosenrandomlytoevaluatethebindingaffinity.ThenplasmidDNAswereobtainedtocharacterizetheselected
clonesandsequencingwasperformedforpositiveclones.SelectedcloneswereconvertedtothesolubleFab
expressionvectorbyatreatmentwithSpel/NhelrestrictionenzymesforexcisionofthegeneIII(glII)becausethe
HCisexpressedasafusionproteinofglllproteinonthephagesurface.ThevectorwasrelegatedandsolubleFab
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fragmentswereobtainedbyIPTGinductionprotocol.Theaffinityforl1D-TX-BSAoftheseFabfragmentsandthe
specificityforsomeinhibitorswerecharacterizedbyELISA.
(ResultsandDiscussion]
Analysisofantiserumobtainedfrommiceimmunizedwithl1D-TX-KLHhasshownhighspecificityforhapten
(11D-TX)andlowspecificityforotherinhibitors.
ImmunoglobulingeneswereamplifiedbyPCRusingthetotalRNAofspleencellsfromimmunizedmice.The
FabfragmentlibrarywasconstructedbythesuccessiveligationofLCandHConapComb3vector.Afterinsertion
ofeachfragment,thevectorDNAwasdigestedwiththerespectivenewrestrictionenzymeintroducedintheprimer
andvectorscontainingtheinsertsweregel-purifiedandreligated.Thelibrarywasenrichedwithfunctionalvectors
bythisprocedure.FingerprintinganalysiswasperformedandshowedthepresenceofvariouspatternsofLCandHC
insertsinthelibrary.Thustheuseofnewprimersallowedtheconstructionofanadequatelibrarywithgreatvariety
andshowedtobereasonable.
Thenphagedisplaywasperb㎜edbythein色ction馳withVCSMユ3helperphagebllowedbytheaffinitybio-
panningtoenrichthephagedisplaylibrarywithanti-llD-TXantibodyfragments.MACS-panningsystemwas
introducedasanalternativemethodand5roundsofpanningwereperformed.Accordingtothephagemidtiter
beforeandaftereachpanninground,therewaspanningenrichmentuntilthefourthpanninground.Thebinding
activityof24individualclonesselectedrandomlyafterthefourthandfifthroundofpanningwasverifiedbyphage
ELISAforl1D-TX-BSAandBSAalone.Phageparticlesrescuedfromthefifthpanningroundhadpooraffinityfor
llD-TX-BSA(4clonesinatotalof24clones-17%ofbinders),whileallclonesatthefourthpanningshowed
affinityforlID-TX-BSAandlowaffinityforBSAalone,
PlasmidDNAsofclonesshowingaffinityforllD-TX-BSAwereobtainedfromthefifthpanningroundanditwas
observedthattheyhaddeletionsorrecombination-deletionintheHCgeneregiononpComb3DNAandwerenon-
binding.Theresultindicatesthattherewasanovergrowthofnon-bindingclonesandclonesdisplayingfunctional
antibodyfragmenthavedecreased.PlasmidDNAswerealsoobtainedfromthefourthpanningandthemajority(22
clonesinatotalof24clones-92%ofbinders)showedbothLCandHCinserts.Fingerprintinganalysesofpositive
bindersbydigestionwithBstNIrestrictionenzymeshowedonlyonepatternwhilesequencingshowed2distinct
patternsfortheLCofanti-llD-TXFabfragmentswhichaccessionnumbersareABO89650(clone7)andABO89651
(clone13),andonesequencepatternforHC(ABO89649).Comparingthecomplementary-determiningregion
(CDR)sequencesofLC,CDRIisidenticalinbothclonesbutCDR2andCDR3havesomedifferencesontheamino
acidsequence.AhomologysearchofdeducedaminoacidsequenceswasperformedusingBLASTprogramandthe
HCsequenceshowedtohavehigherhomologytoananti-arsonateantibody(AJ229174).TheLCsequenceofclone
13hasthesamesequenceofmouseanti-potatovirusantibody(X87231)whiletheclone7hasahigherhomologyto
amouseanti-poly(dC)antibody(AFO45490).BothLCsequencebelongtothegerm-linecrlandthealignmentfor
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theJ-genewasshowntobeIGKJI*O!.Theconstantregionsequenceswerealsoanalyzedanditwasconfirmedthat
theHCsequencebelongtothey,classandLCsequencestothekclass.
Bindingassayofclone7and13FabfragmentobtainedfromE.coliforlID-TX-BSAandBSAalonewas
performedanditwasobservedthattheyexhibitedbetween5and10-foldhigheraffinityforl1D-TX-BSAconjugate
comparedtoBSAalone.ThespecificitywasdeterminedbyinhibitionELISAusingthehaptenl!D-TXandonlythe
clone!3showedspecificityinthisassay.Thespecificityforl1D-TX-BSAwasthenperformedandclone13Fab
fragmentsshowedmorespecificityforl1D-TX-BSAthanhapten.Itsuggeststhattheepitopeofthisantibody
fragmentmaybetheregionbetweenthehaptenandthecarrierprotein.Cross-reactivityforothercompoundsrelated
toprostaglandinwasanalyzedtoclone13Fabfragmentanditwasshowncross-reactivityfor2,3-dinorTXBzand
lowspecificityfor11-dehydro-2,3-dinorTXBz,6-ketoPGF,aandlinoleicacid.Anotherconsiderationwasaboutthe
chemicalstructureconfigurationofl1D-TXrecognizedbyanti-llD-TXFabfragment.ltisknownthatl1D-TX
existsinthecyclicforminacidpHandintheopenformintheneutralorbasicpH.Theaffinityofanti-l!D-TXFab
fragmentsfortheclosedandopenformofl1D-TX-BSAconjugatewasanalyzedatpH4,5,7.4and9.Thehighest
affinitywasverifiedatpH7.4andthefollowingwasatpH9.LowbindingatpHgwasobservedbecausethe
bindingcapacityofantigenwasdecreasedincomparisontootherconditionsaswasverifiedbyanalysisof
biotinylatedl1D-TX-BSAconjugate.Accordingtotheresultobtained,lowaffinitywasobservedatacidpH
suggestingthatanti-11D-TXFab丘agmentshavemoreafHnityforope漁㎜o lID-TXthanclosedfbml.
Affinityconstant(Ka)derivedfromequilibriumbindingbyELISAwasdeterminedusingScatchardplotanalysis
andaffinitybindingcurve.TheKaoftheclone13Fabfragmentwaslx!09M一',demonstratingthatahighaffinity
antibodyfragmentwasisolated.ThustheMACSsystemshowedtobeasimplerandmoreefficientpanningmethod
toselecthighaffinityantibodyfragmentthantheconventionalmethodusingmicrotiterplate.
(ConclusionJ
Thisworkdemonstrateditispossibletoobtainhighaffinityantibodyfragmentsagainstlowmolecularweight
haptensbytheoptimizationofthephagedisplaytechnology.Theconstructionofadequateantibodyfragmentlibrary
usingimmunoglobulingenesamplifiedbyprimersthatallowthediscriminationbetweenvectorscontaining
immunoglobulingenesandvectorswithoutinsertscombinedwiththeMACSsystemprovidedtheselectionofFab
fragmentwithhighaffinityandspecificity.Cross-reactivityforotherprostanoidswasalsodetectedandanti-llD-TX
Fabfragmentobtainedinthisstudycouldnotbeusedforapplicationinthepresentform.Meanwhile,thisFab
fragmentcouldbeusedtoevaluatethealterationofspecificityofanti-haptenantibodiesusingtechniquesofprotein
engineeringinthefuturestudies.
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審 査 結 果 の 要 旨
今 日,抗 体 は微量物質の測定 に欠 くこ とので きない機能性器材 となってお り,生 命科学,環 境科学,医
療科学な どにお いて幅広 く用 い られてい る。抗体 の親和性,特 異性 は測定系 の信頼度,感 度 に大 き く影響
する。蛋 白質等 の高分子化合物 では,そ れ 自身抗原性 を持 ち,抗 体の調製が比較 的容易であ る。そればか
りか,抗 原 の分 子 量 が大 きい結 果,認 識 部 位 の 異 な る2種 類 の 抗 体 を用 い る 非 競 合 型 のtwo-site
immunometricassayが可能であ り,感 度,特 異性 に優れ る測定系 の構築 がで きる。一 方,低 分子化 合物 で
は,そ れ自身抗原性 を持たないため,抗 体の調 製 にはあ らか じめ キャリアー蛋 白質 との複合体 に導 く必 要
がある。 その結果得 られ る抗体 の抗原 に対す る親和性 が低 く,し か も特異性がハ プテ ンーキャリアー蛋 白
質の構造 に大 きく影響 されるため,感 度,特 異性 に優 れる測定系の構築は大変 に困難 な課題 であ る。本研
究 では,特 に高い特異性 の得難 いプロス タノイ ドを取 り上 げ,フ ァー ジデ ィスプ レイ とい う新 らたな手法
を導 入 して,人 工抗体 の調製 に基礎 的検討 を加 えた ものである。
先ず モ デル化合物 と して11-dehydro-thromboxaneB2(ll-DX)を取 り上げ,こ れ をkeyholelimpet
haemocyanin(KLH)との複合体 に導 いた後免疫 し,そ の脾細胞0)RNAを精製 して,lightchain(LC)及
びheavychain(HC)遺伝子 を増幅 し,Fabフラグメン トのライブラリーを作 成 した。次 いでこれをEcolf
に トラ ンスフ ォーメー シ ョンし,抗 原 を用いてパ ンニ ング操作 に付 した。 しか し,従 来 のパ ンニ ング操作
では,期 待す るフラグメン トが得 られなか った。 これは,抗 原 に強い親和性 を持つ フラグメン トが溶出操
作 で回収 され なか ったため と考 え られた。そ こで磁 気 ビーズを用 いるMACS一パ ンニ ング法 を考案 し,適
用 した結果,,初期 の 目的を達成する ことが で きた。
次 に 目的 とす るクロー ンを可溶性Fabフラグメ ン トに変換 し,ll-TX一牛血清 アル ブ ミン複 合体 に対す る
親和性 と特異性 を吟味 した。 その結果,他 の同族体 に対す る特異1生は,期 待 したほ どで はなか ったが,得
られたFabフラグメ ン トは11-Txのオープンフォrム に対 してよ り親和性が高 く,lx1ぴMで あった。
以上,本 研 究 は低 分子化合物 に対す る抗体の調 製に,フ ァージデ ィスプ レイ法 という新 たな手法 を導入
す るこ とによって,野生型 よ りはるか に高い親和性 と特異性 を持つ人工抗体の入手で きる可能性 を示 した。
よって,本 論文 は博士(薬 学)の 学位論文 どして合格 と認 める。
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